Medycyna Pracy 2018;69(3):269-280 8
http://medpr.imp.lodz.pl https://doi.org/10.13075/mp.5893.00653

PRACA ORYGINALNA

Anna Lawniczek-Walczyk'
Marcin Cyprowski'
Malgorzata Golofit-Szymczak'
Angelina Wojcik-Fatla®
Violetta Zajgc*

Rafat L. Gorny"

OCENA NARAZENIA NA AEROZOL GRZYBOWY
NA WYBRANYCH STANOWISKACH PRACY
ZANIECZYSZCZONYCH PYLEM ORGANICZNYM
O ROZNYM POCHODZENIU

ASSESSMENT OF FUNGAL AEROSOL EXPOSURE AT SELECTED WORKPLACES
CONTAMINATED WITH ORGANIC DUST OF DIFFERENT ORIGIN

! Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy / Central Institute for Labour Protection — National Research Institute,
Warszawa, Poland

Zaklad Zagrozen Chemicznych, Pytowych i Biologicznych, Pracownia Zagrozen Biologicznych / Department of Chemical, Aerosol

and Biological Hazards, Biohazard Laboratory

% Instytut Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki / Witold Chodzko Institute of Rural Health, Lublin, Poland
Zaktad Biologicznych Szkodliwo$ci Zdrowotnych i Parazytologii / Department of Biological Health Hazards and Parasitology

STRESZCZENIE

Wstep: W ostatnich latach obserwowany jest wzrost liczby 0séb cierpiacych na choroby wywotane przez grzyby plesniowe i droz-
dzopodobne. Mimo to wiedza na temat bior6znorodnosci patogenéw grzybowych w srodowisku pracy jest ciagle niedostateczna.
Celem pracy bylfa ocena narazenia na grzyby rozprzestrzeniajace si¢ droga powietrzna w srodowisku pracy zanieczyszczonym
pytem organicznym pochodzenia ro$linnego i zwierzecego. Material i metody: Probki bioaerozolu pobrano w 3 zaktadach pracy
(ferma drobiu, elektrownia spalajaca biomase i oczyszczalnia $ciekéw) za pomoca zestawdéw pomiarowych zlozonych z uniwer-
salnych aspiratoréw i pobornikéw guzikowych. Ilosciows i jako$ciowa analize aerozolu grzybowego przeprowadzono metoda
hodowlang, oparta na analizie makro- i mikroskopowej. Wybrane szczepy poddano analizie genetycznej za pomoca tanicuchowe;j
reakgji polimerazy (polymerase chain reaction — PCR) z uzyciem par primeréw do wewnetrznych regionéw niekodujacych (in-
ternal transcribed spacers - ITS): ITSI-ITS2, ITS3-1TS4 i ITSI-ITS4. Wyniki: Srednie stezenie aerozolu grzybowego na stano-
wiskach pracy wynosifo 1,2x10%-2,1x10° jtk/m’. Najwyzsze stezenie grzybow zaobserwowano na stanowiskach pracy na fermie
drobiu, a najnizsze w oczyszczalni sciekéw. Analiza jako$ciowa wykazala, Ze na stanowiskach pracy w elektrowni i oczyszczalni
$ciekéw dominujacym gatunkiem w stosunku do catosci izolowanej mykobioty byl Aspergillus fumigatus. Zgodno§¢ wynikow
identyfikacji tego patogenu uzyskanych metodg hodowlang i molekularng dotyczyta 100% badanych szczepéw. Wnioski: Stezenie
bioaerozoli zmierzone na stanowiskach pracy w fermach drobiu przekraczalo polskie propozycje warto$ci dopuszczalnych dla
grzybow, tj. 5x10* jtk/m?. Wykazano wysoka zgodno$¢ identyfikacji patogenu A. fumigatus przy uzyciu metody tradycyjnej (ho-
dowlanej) i metody genetycznej. Poniewaz dtugotrwale narazenie w §rodowisku pracy na konidia A. fumigatus moze prowadzi¢
do wystapienia u pracownikow dolegliwosci zdrowotnych, konieczne jest stosowanie przez nich odpowiednich §rodkéw ochron-
nych. Med. Pr. 2018;69(3):269-280

Slowa kluczowe: narazenie zawodowe, bioaerozol, grzyby, metody molekularne, Aspergillus fumigatus, metody hodowlane

ABSTRACT

Background: In recent years, the number of people suffering from diseases caused by fungi has been increasing. However, knowl-
edge of the biodiversity of fungal pathogens in the work environment is still insufficient. The aim of this work was to evaluate
the exposure to fungi being disseminated in the air of workplaces contaminated with organic dust of plant and animal origin.
Material and Methods: Bioaerosol samples were collected at 3 occupational settings (poultry farm, biomass burning power plant
and wastewater treatment plant) using button samplers. Quantitative and qualitative analysis of fungal aerosol was conducted
by employing macro- and microscopic methods. Selected strains were then studied by polymerase chain reaction (PCR) using
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internal transcribed spacers (ITS): ITSI-ITS2, ITS3-1TS4 and ITS1-ITS4 primer pairs. Results: Average concentrations of fungal
aerosol at workplaces ranged 1.2x10°-2.1x10° cfu/m’. The highest fungal concentrations were recorded in the poultry farm, while
the lowest were noted at the wastewater treatment plant. Aspergillus fumigatus was a predominant component of the mycobiota in
the power plant and wastewater treatment plant. Almost 100% identification agreement of this pathogen between the traditional
and molecular method was noted. Conclusions: The fungal concentrations in poultry farms exceeded the Polish proposal for
the threshold limit value (5x10* cfu/m?). The results of the study demonstrate a high compatibility of A. fumigatus’ identification
using the traditional and molecular methods. Taking into account the fact, that a long term exposure to A. fumigatus conidia
at workplaces may result in numerous health complaints, the use of proper protective equipment by workers must be a standard

procedure. Med Pr 2018;69(3):269-280
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WSTEP

Wiedza na temat bioréznorodnosci patogenéw grzybo-
wych jest ciggle bardzo ograniczona. Obecnie znanych
jest jedynie ok. 100 tys. gatunkéw grzybow. Szacuje
sie, ze ich liczba moze by¢ znacznie wigksza i wynosi¢
ponad 1,5 mln, co czyni grzyby jedna z najstabiej zba-
danych grup organizméw na $wiecie [1]. W ostatnich
latach rosnie zachorowalno$¢ na ukladowe zakazenia
grzybicze. Sa one najczesciej powodowane przez pa-
togeny z rodzaju Aspergillus, Candida oraz coraz cze-
$ciej przez grzyby z rodzajow Fusarium, Trichosporon
i Scedosporium [2,3]. Chociaz uogdlnione zakazenia
grzybicze cechujg si¢ duzg $miertelnoscia, sa rozpo-
znawane tylko w niewielkim odsetku (do 30%). Jest to
spowodowane przede wszystkim nieswoistymi objawa-
mi, podobnymi do infekcji bakteryjnych lub wiruso-
wych [4,5].

Z danych pismiennictwa wynika, ze z ok. 200 zna-
nych gatunkéw grzybéw plesniowych (strzepkowych)
z rodzaju Aspergillus zagrozenie dla zdrowia cztowieka
moze stanowi¢ mniej niz 20 gatunkéw. Sposréd nich
A. fumigatus jest jednym z najczesciej izolowanych
w $rodowisku pracy. Gléwnymi sposobami rozprze-
strzeniania si¢ tego patogenu sg droga powietrzno-py-
fowa i bezposredni kontakt ze skazong powierzchnig.

Wdychanie powietrza zanieczyszczonego przez ko-
nidia tego grzyba przez pracownikéw np. ferm zwie-
rzecych, gospodarstw rolnych i zakltadéw przetwarza-
jacych zboza, przedsigbiorstw przetwarzajacych biosu-
rowce (w tym produkty i odpady przemystu drzewnego,
rolnego i spozywczego) moze powodowa¢ m.in. aler-
giczne zapalenie pecherzykow ptucnych (AZPP), aler-
giczng aspergiloze oskrzelowo-ptucng (allergic bron-
chopulmonary aspergillosis - ABPA), astme, zespot

toksyczny wywolany pylem organicznym (organic dust
toxic syndrome — ODTS) i niezyt nosa [6-10].

Aspergillus fumigatus moze wywolywac u ludzi os-
tre i przewlekle zakazenia drég oddechowych (aspergi-
lozy). Nieleczona aspergiloza ptuc moze doprowadzi¢
do zakazenia innych uktadéw, np. ukladu krwionosne-
go, pokarmowego, plciowego, moczowego i nerwowego,
a takze mie$ni szkieletowych, co w skrajnych przypad-
kach moze prowadzi¢ do $mierci. Szczegdlnie podatne
na zakazenia grzybowe sg osoby z ostabiong odpornoscia
(po przebytej chorobie lub zabiegu medycznym), a takze
cierpiace na choroby ukiadu oddechowego, np. przewle-
kla obturacyjng chorobe ptuc (POChP) [10,11].

Czynnikami predysponujacymi gatunek A. fumiga-
tus do klasyfikowania go jako powszechny patogen sa
nastepujace cechy [12,13]:

zdolnos¢ do przezycia i wzrostu w réznych warun-

kach $rodowiskowych,

zdolno$¢ do rozprzestrzenia sie droga powietrzna,

niewielkie rozmiary konidiéw (Srednica aerodyna-

miczna: 2,14-2,16 um), pozwalajace docierac i depo-
nowac sie w ukltadzie oddechowym czltowieka w re-
jonie gardla, tchawicy i oskrzeli,

obfite zarodnikowanie.

Nalezy podkredli¢, ze askospory A. fumigatus sa
znacznie odporniejsze na zmienne warunki s$rodo-
wiskowe niz innych gatunkéw z rodzaju Aspergillus.
Grubsza $ciana umozliwia im wzrost nawet po ogrza-
niu do temperatury 75°C [5,13]. Obficie produkowane
przez A. fumigtus konidia charakteryzuja si¢ takze wy-
soka hydrofobowoscia (wigksza niz u innych plesni),
ktdra sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ drogg powietrzno-
-pylowa. Badania dowodzg réwniez, ze obecnos¢ mela-
niny w strz¢pkach tego grzyba chroni nie tylko grzyb-
nie przed niekorzystnym dzialaniem czynnikéw srodo-



Nr 3 Narazenie na aerozol grzybowy w §rodowisku pracy

271

wiskowych, ale réwniez jego konidia przed dzialaniem
makrofagéw i neutrofili. Ponadto konidia A. fumigatus
zawieraja znacznie wiecej ujemnie natadowanych reszt
kwasu sjalowego niz konidia pozostatych gatunkow
z rodzaju Aspergillus, co wspomaga proces adhezji tego
patogenu do komoérek nablonkowych drég oddecho-
wych cztowieka [5,13,14].

Celem niniejszej pracy byta ocena narazenia pra-
cownikéw na grzyby plesniowe oraz drozdzopodobne,
rozprzestrzeniajace sie droga powietrzng w srodowis-
ku zanieczyszczonym pytem organicznym pochodze-
nia roslinnego i zwierzecego. Szczegolng uwage zwrd-
cono na obecno$¢ patogenu grzybowego A. fumigatus.
W ocenie wykorzystano hodowlane i molekularne meto-
dy analityczne.

MATERIAL | METODY

Pomiar bioaerozolu

Badania przeprowadzono w okresie letnim w 3 zakla-
dach pracy zanieczyszczonych pylem organicznym
o réznym zrédle pochodzenia:

elektrowni z ,,zielonymi” blokami na biomase (za-

nieczyszczenia pochodzenia roslinnego),

fermie drobiu (zanieczyszczenia pochodzenia zwie-

rzecego i roslinnego),

oczyszczalni Sciekéw (zanieczyszczenia pochodze-

nia ludzkiego i zwierzecego).

Charakterystyke miejsc poboru w badanych zakta-
dach i liczbe pobranych prébek podano w tabeli 1.

W celu oceny zanieczyszczenia badanych stanowisk
pracy patogenami grzybowymi, stanowigcymi poten-
cjalne zagrozenie dla zdrowia pracownikéw, probki
bioaerozolu pobierano metoda filtracyjng. Do pomia-
réw stezenia bioaerozolu wykorzystano zestawy po-
miarowe skladajace si¢ z uniwersalnych aspiratorow
(prod. Casella CEL, Wielka Brytania) i pobornikéw gu-
zikowych (Button Personal Inhalable Aerosol Sampler,
prod. SKC, Inc., USA). Pomiary na stanowiskach pracy
przeprowadzano 2-krotnie, w 2 powtdrzeniach.

Podczas poboru przyrzady pomiarowe byly umo-
cowane na specjalnych szelkach, zakltadanych pracow-
nikowi tak, zeby glowica z filtrem (jako powierzchnia
wychwytu czastek biologicznych) znajdowala si¢ na
wysokosci strefy oddechowej czlowieka. Powierzchnie
wychwytu stanowily sterylne filtry teflonowe (polite-
trafluoroetylenowe — PTFE) o $rednicy 25 mm i $red-
nicy poréw 2 pm (SKC, Inc.).

Predkos¢ przeplywu strugi powietrza na wejsciu
do zestawu pomiarowego wynosifa 4 I/min. Prébki

Table 1. Sampling points in the study of fungal aerosol exposure at the selected workplaces contaminated with organic dust of different origin and in the background

Tabela 1. Punkty pomiarowe powietrza w badaniu narazenia na aerozol grzybowy na wybranych stanowiskach pracy zanieczyszczonych pytem organicznym

o réznym pochodzeniu i w tle zewnetrznym

Czas narazenia
[godz./dzien]
Time of exposure

Narazeni pracownicy

Pobrane probki
Collected samples
[n]

Opis stanowiska pomiarowego

Miejsce pomiaru

Exposed workers
(n]

[h/day]

Description of sampling point

Sampling point

2-5

3 stanowiska zlokalizowane w kurniku, hodowla $ciétkowa, liczba ptakow 12

Ferma drobiu / Poultry farm

w stadzie: 8000 / 3 sampling points localized at the poultry house, deep litter system,

the number of birds in the flock: 8000

4-6

12

3 stanowiska zwigzane z roztadunkiem, rozdrabnianiem i transportem biomasy

Elektrownia spalajaca biomase / Power

na ta$mociagach / 3 sampling points associated with unloading, processing and conveyor

transport of biomass

plant utilizing biomass

12

3 stanowiska zlokalizowane wzdtuz mechanicznej i biologicznej linii oczyszczania
$ciekow / 3 sampling points localized along the mechanical and biological sewage

treatment line

Oczyszczalnia $ciekow / Sewage plant

12

3 stanowiska zlokalizowane wokot badanych obiektow / 3 sampling points localized

outside the examined objects

Tto zewnetrzne / Background
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pobierano przez 240 min. Predkos¢ przeplywu strugi
powietrza wymuszonego przez pompe kalibrowano za-
wsze przed pomiarem i po nim cyfrowym kalibratorem
przeptywu DryCal DC-Lite (prod. Bios International
Corporation, USA) o zakresie wskazan 2-30 1/min. Po
zakonczeniu pomiaru filtry przekladano do sterylnych
probowek i przewozono do laboratorium. Nastepnie
filtry pomiarowe poddawano ekstrakcji w 10 ml soli fi-
zjologicznej z 0,05-procentowym dodatkiem Tweenu 80
(prod. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy). Tak
przygotowane probki wytrzasano przez 15 min w tempe-
raturze pokojowej na wytrzasarce laboratoryjnej Promax
(model 1020, prod. Heidolph Instruments GmbH & Co.,
Niemcy), a nastepnie mieszano w tazni ultradzwiekowej
przez 10 min (Sonic 5, prod. Polsonic, Polska).

W celu zliczenia mikroorganizméw zywych dla
kazdej z badanych zawiesin wykonano szereg rozcien-
czen (107'-107°), ktére nastepnie wysiewano (w 3 po-
wtdrzeniach) po 0,1 ml badanej prébki na ptytki Pe-
triego z agarem slodowym (malt extract agar - MEA)
(prod. BTL, Polska). Podloze MEA zawieralo dodatek
chloramfenikolu (100 mg/l, BTL) hamujacego wzrost
bakterii.

Po 7-dniowej inkubacji kolonii w cieplarkach
(CLNS53, prod. Pol-Eko Aparatura, Polska) w 25°C wy-
znaczano stezenie Zzywych drobnoustrojéw w jednost-
kach tworzacych kolonie w przeliczeniu na 1 m® powie-
trza. Dodatkowo technikg stacjonarng pobrano probki
powietrza na zewnatrz zakltadéw w odleglosci ok. 80 m
(tzw. tlo zewnegtrzne) w celu oceny stopnia migracji za-
nieczyszczen mikrobiologicznych do $rodowiska ba-
danych obiektow. W trakcie tych pomiaréw zestawy
pomiarowe umieszczano na statywach na wysoko-
$ci 1,5 m nad podlozem w celu pobrania bioaerozolu
ze strefy oddechowej czlowieka.

Analiza grzybéw metoda hodowlana

Analize jakosciowa aerozolu grzybowego przeprowa-
dzono w oparciu o klucze do oznaczania grzybéw ple-
$niowych (strzgpkowych) i drozdzopodobnych - Kli-
cha [15], Pitta [16] oraz Samsona i wsp. [17].

Analiza makroskopowa grzybéw plesniowych (strzep-
kowych) obejmowata okreslenie cech morfologicz-
nych kolonii na odpowiednich podlozach mikrobio-
logicznych (BTL): MEA, Czapka i Doxa (Czapek-Dox
agar — CZ), Czapka-Doxa z dodatkiem ekstraktu droz-
dzowego (yeast autolysate agar — CYA), agarze gluko-
zowo-ziemniaczanym (potato dextrose agar — PDA)
i agarze z ekstraktem drozdzowym i sacharoza (yeast
extract sucrose — YES). Analiza mikroskopowa polega-

ta na ocenie cech grzybni w preparatach kolonii bar-
wionych laktofenolem (prod. Merck KGaA, Niemcy).
Wytypowane patogeny z gatunku A. fumigatus zamra-
zano w celu poézniejszej analizy metodg reakeji fancu-
chowej polimerazy (polymerase chain reaction - PCR).

W przypadku grzybéw drozdzopodobnych dodat-
kowo okreslano zdolno$¢ do tworzenia chlamydospor,
strzepek lub psudostrzepek metodg Dalmau na agarze
kukurydzianym z Tweenem (Corn Meal Agar with
Polysorbate 80 - CMA, prod. Oxoid Ltd., Wielka Bry-
tania). Do identyfikacji cech biochemicznych grzybéw
drozdzopodobnych wykorzystano test API 20 C AUX
(prod. bioMérieux SA, Francja), okreslajacy ich zdol-
no$¢ do enzymatycznego rozkladu zwigzkéow organi-
cznych.

Analiza molekularna grzybow A. fumigatus

Po rozmrozeniu szczepy grzybowe ponownie wysiewa-
no na podloze MEA (BTL) i inkubowano w cieplarkach
przez 7 dni w temperaturze 25°C (Pol-Eko Aparatura)
w warunkach tlenowych. Izolacje genomowego DNA
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu QIAamp
DNA Mini Kit wedlug protokotu producenta dla izo-
lacji kwaséw nukleinowych z grzybéw z uzyciem lity-
kazy (prod. Qiagen, Niemcy). Do identyfikacji DNA
patogendw Aspergillus spp. wykorzystano fancuchowa
rekcje polimerazy, PCR, z uzyciem primeréw komple-
mentarnych do fragmentéw wewnetrznych regionéow
niekodujacych (internal transcribed spacer - ITS), we-
dlug Kumara i Shukli [18].

Dla pierwszego regionu ITSI wykorzystano pare
primeréw ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)
iITS2 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’), dla dru-
giego regionu ITSII - pare primeréw ITS3 (5-GCATC-
GATGAAGAACGCAGC-3’) i ITS4 (5-TCCTCCGCT-
TATTGATATGC-3’).

Dodatkowo przeprowadzono reakcje PCR z uzy-
ciem primeréw ITS1 i ITS4 komplementarnych do obu
regionow — ITSI i ITSII. Mieszanina reakcyjna o obje-
tosci 25 ul zawierata:

1 U polimerazy Biotools (prod. Biotools B&M Labs,

Hiszpania),

2,5 pl 10X stezonego buforu PCR zawierajace-

go 15 mM MgCl, (prod. Thermo Scientific, Litwa),

1,25 ul 2 mM deoksynukleotydéw (ANTP) (Thermo

Scientific),

po 0,25 pl kazdego z pary primeroéw,

17,75 pl wody wolnej od nukleaz (prod. Applied Bio-

systems, USA),

2 pl matrycowego DNA.
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Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze C1000
(prod. BioRad, USA). Amplifikacje przeprowadzono zgo-
dnie z procedura opisana przez Kumara i Shukle [18].
Produkty amplifikacji wykrywano w 2-procentowym
zelu agarozowym (agaroza Basica LE, prod. Prona, Hisz-
pania). Wyniki dodatnie w postaci prazkéow o dlugo-
$ci: 200 par zasad (pz) dla ITS1-ITS2, 350 pz dla ITS3-
-ITS4 oraz 550 pz dla ITS1-ITS4 odczytywano za po-
mocg systemu do dokumentacji zeli In Genius LHR Bio
Imagine (prod. Syngene, Wielka Brytania) w obecno-
$ci markera pUC19 DNA/Mspl oraz GeneRuler 100BZ
DNA Ladder (Thermo Scientific).

W celu jakosciowej identyfikacji probki dodatnie
sekwencjonowano metoda z wykorzystaniem zestawu
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, a nastep-
nie oczyszczano zestawem BigDye Xterminator Puri-
fication Kit (Applied Biosystems). Sekwencjonowanie
przeprowadzono na aparacie ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems), a uzyskane sekwencje nukleotydowe ba-
danych mikroorganizméw analizowano i poréwnywa-
no z sekwencjami opublikowanymi w bazie danych Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI)
za pomocg programu BLAST.

Pomiar wilgotnos$ci wzglednej

i temperatury powietrza

W celu okreslenia wplywu parametréw mikroklima-
tycznych na poziom kontaminacji badanymi drob-
noustrojami réwnolegle z pomiarami bioaerozoli
w badanych obiektach i wokdt nich (powietrze ze-
wnetrzne) rejestrowano wartosci wilgotnosci wzgled-
nej oraz temperatury powietrza przy uzyciu termohi-

grometru (Omniport, prod. E+E Elektronik GmbH,
Austria).

Analiza statystyczna

Uzyskane dane pomiarowe poddano analizie staty-
stycznej z wykorzystaniem pakietu Statistica wersja 7.1
(prod. StatSoft, Inc., USA). W pierwszej fazie analizy
zebrane dane pomiarowe poddano ocenie normalnosci
rozkladow za pomoca testow Kolmogorowa-Smirnowa
z poprawka Lillieforsa i Shapiro-Wilka. Uzyskane dane
poddano dalszej analizie statystycznej z wykorzysta-
niem testu Kruskala-Wallisa wraz z testem Dunna (test
wielokrotnych poréwnan $rednich rang), testu Manna-
-Whitneya oraz korelacji Spearmana, przyjmujac za
znamienne statystycznie warto$ci p < 0,05.

WYNIKI

Analiza ilosciowa aerozolu grzybowego
W tabeli 2. przedstawiono wartosci stezen aerozolu grzy-
bowego na stanowiskach pracy w badanych zaktadach
i w tle zewnetrznym. Stezenia aerozolu grzybowego na
stanowiskach pracy miescily si¢ w zakresie 1,2x10*-
-2,1x10° jtk/m?, natomiast wyznaczone w tle zewnetrz-
nym nie przekraczaly wartosci 2,6x10* jtk/m’. Stwierdzo-
no wystepowanie istotnych statystycznie réznic w steze-
niach grzybéw miedzy badanymi obiektami. Najwyzsze
stezenia grzybow zaobserwowano na stanowiskach pracy
w fermie drobiu, a najnizsze — w oczyszczalni $ciekow (test
Kruskala-Wallisa: p < 0,05, test Dunna: p < 0,05).
Badania wykazaly réwniez wystgpowanie réznic
stezen zmierzonych na stanowiskach pracy z warto-

Tabela 2. Stezenie aerozolu grzybowego w powietrzu na badanych stanowiskach pracy i w tle zewnetrznym
Table 2. Fungal concentrations at the studied workplaces and in the background

Stezenie aerozolu grzybowego

[jtk/m’]
Miejsce pomiaru Fungal concentration
Sampling point [cfu/m’]
Me zakres
range
Ferma drobiu / Poultry farm 6,5x10°b< 2,7x10*-2,1x10°
tlo zewnetrzne / background 1,9x10%* 1,8x10?-2,1x10?
Elektrownia spalajaca biomasg / Power plant utilizing biomass 1,5x10%bd 7,5%10%-3,0x10*
tlo zewnetrzne / background 2,1x10%¢ 2,0x10*-2,6x10?
Oczyszczalnia $ciekow / Sewage plant 1,5%10%¢¢ 1,2x10?-1,8x10*
tlo zewnetrzne / background 1,2x10%¢ 5,6x10'-2,6x10?

Me - mediana / median.

Istotne statystycznie réznice w poziomie stezenia: * p < 0,01, > %< p < 0,05 / Statistically significant differences in the concentration level: * p < 0.01,>%¢p < 0.05.
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$ciami uzyskanymi w tle zewnetrznym. SteZenia grzy-
béw strzepkowych i drozdzopodobnych w powietrzu
tla zewnetrznego byly znaczaco nizsze od wartosci
odnotowanych na wszystkich stanowiskach pracy (test
Manna-Whitneya: p < 0,01-0,05). Nie wykazano istot-
nych statystycznie réznic w stezeniach aerozolu grzy-
bowego miedzy poszczegélnymi stanowiskami tla ze-
wnetrznego badanych obiektow.

Analiza jakoéciowa aerozolu grzybowego

Udzial procentowy poszczegolnych grup grzybéw w ca-
tosci mykobioty w badanych srodowiskach pracy przed-
stawiono na rycinie 1. i w tabeli 3. Analiza udziatu

1,0

0,8 1

Grzyby / Fungi [%]

0,6 -

0,4 1

0,2 1

0,0 -

elektrownia
power plant

ferma drobiu
poultry farm

oczyszczalnia Sciekdw  tto zewnetrzne
sewage plant background

Miejsce pomiaru / Sampling point

m grzyby plesniowe bez Aspergillus fumigatus / mold fungi without Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
O grzyby drozdzopodobne / yeast-like fungi

Ryc. 1. Udzial poszczegdlnych grup grzybéw w catosci
wyizolowanej mykobioty na badanych stanowiskach pracy
iw tle zewnetrznym

Fig. 1. Contribution of fungal groups in the total isolated
mycobiota at the studied workplaces and in the background

procentowego zidentyfikowanych grup drobnoustrojow
w powietrzu zewnetrznym oraz wewnatrz badanych
obiektéw wykazala istotne statystycznie roznice w skta-
dzie jako$ciowym bioaerozolu (test Kruskala-Wallisa:
p < 0,01). Najwyzszy odsetek grzybow drozdzopo-
dobnych w stosunku do catosci analizowanej myko-
bioty obserwowano w oczyszczalni $ciekéw (26,3%),
natomiast najnizsze ich odsetki stwierdzono w fermie

Nr 3
Tabela 3. Grzyby wyizolowane z prébek powietrza
na badanych stanowiskach pracy i w tle zewnetrznym
Table 3. Fungi isolated from the air samples
at the studied workplaces and in the background
Mieisce Udzial w mykobiocie
) Gatunek/rodzaj grzyba Contribution
pomiaru . . . .
. . Fungi species/genus in mycobiota
Sampling point
[%]
Ferma drobiu / Acremonium strictum 3,66
/ Poultry farm
Alternaria alternata 10,99
Alternaria tenuissima 1,43
Alternaria spp. 1,10
Aspergillus candidus 1,10
Aspergillus flavus 1,10
Aspergillus fumigatus 2,57
Aspergillus melleus 1,47
Aspergillus sydowii 1,43
Candida dubliniensis 0,18
Chrysosporium spp. 11,73
Cladosporium cladosporioides 3,66
Cryptococcus albidus 0,22
Fusarium verticillioides 14,66
Fusarium spp. 5,50
Geotrichum spp. 0,37
Mucor plumbeus 7,33
Mucor spp. 7,33
Penicillium chrysogenum 1,61
Penicillium commune 4,40
Penicillium digitatum 1,83
Penicillium rugulosum 513
Penicillium verrucosum 1,47
Rhodotorula glutinis 0,11
Rhodotorula minuta 0,11
Scopulariopsis brevicaulis 5,13
Scopulariopsis fusca 4,40
Elektrownia Absidia spp. 11,87
spalajaca .
biomase / Aspergillus flavus 8,17
/ Power plant Aspergillus fumigatus 24,24
utilizing X .
biomass Aspergillus niger 11,93
Cryptococcus laurentii 0,94
Emericella nidulans 3,65
Geotrichum candidum 1,51
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Tabela 3. Grzyby wyizolowane z probek powietrza
na badanych stanowiskach pracy i w tle zewnetrznym - cd.

Table 3. Fungi isolated from the air samples

at the studied workplaces and in the background - cont.

Tabela 3. Grzyby wyizolowane z prébek powietrza

na badanych stanowiskach pracy i w tle zewnetrznym - cd.
Table 3. Fungi isolated from the air samples

at the studied workplaces and in the background - cont.

Mieisc Udzial w mykobiocie Mieisc Udzial w mykobiocie
Kejsee Gatunek/rodzaj grzyba Contribution Lejsee Gatunek/rodzaj grzyba Contribution
pomiaru . . . . pomiaru . . . .
. . Fungi species/genus in mycobiota . . Fungi species/genus in mycobiota
Sampling point Sampling point
(%] (%]
Elektrownia Mucor racemosus 3,89 Tlo zewnetrzne —  Penicillium crustosum 17,58
laj d.
;Ezn?fs?_ ed./ Penicillium citrinum 3,52 ;Ba/ckground _ Penicillium echinulatum 5,86
/ Power plant Penicillium corylophilum 3,58 cont. Penicillium spp. 2,34
utilizing
biomass — cont.  Penicillium janthinellum 4,77 Rhizopus stolonifera 2,34
Penicillium spp. 3,39 Rhizopus spp. 7,03
Phialophora fastigiata 4,02 Rhodotorula glutinis 0,35
Pichia spp. 1,51 Scopulariopsis brevicaulis 1,17
Rhizopus stolonifera 1,57 Ulocladium chartarum 1,17
Rhodotorula glutinis 2,83
Scopulariopsis brevicaulis 11,87
Scopulariopsis chartarum 2,20 drobiu (1%) i w tle zewnetrznym (2,2%) (test Dunna:
Scopulariopsis spp. 6,34 p < 0,01-0,05). Przeprowadzone analizy wykazaly za-
Sporobolomyces roseus 0.06 nieczyszczenie wszystkich stanowisk pracy grzybem
, ‘ A. fumigatus. Jego przewage procentowa w stosunku
Oczyszczalnia Acremonium spp. 2,02 . . , .
sciekow / do pozostalych mikroorganizméw stwierdzono na sta-
/Sewageplant ~ Alfernaria alternate 0.57 nowiskach pracy w elektrowni (24,2%) i oczyszczalni
Aspergillus niger 0,81 $ciekow (26,9%) (test Dunna: p < 0,01-0,05). Najnizsze
Aspergillus spp. 6,72 odsetki grzybow A. fumigatus w stosunku do calosci
Aspergillus fumigatus 269 analizowanej mykobioty zaobserwowano w fermie
robiu (2,6%) i w tle zewnetrznym (2,89 Dunna:
Candida spp. ™ drobiu (2,6%) i w tle zewnetrznym (2,8%) (test Dunna
p < 0,001-0,05).
Ch ilia sitophil, 4,71 A1 . . . Y . .
TySonEia stopisia Wyniki analizy jakosciowej bioty grzybowej powie-
Cryptococcus laurentii 18,83 trza na wyznaczonych stanowiskach pomiarowych przed-
Geotrichum candidum 2,69 stawiono w tabeli 3. Na badanych stanowiskach pracy
Mucor racemosus 3,56 w fermie drobiu zidentyfikowano 27 gatunkéw grzybow
Oidiodendron spp. £03 nal,ezgcych d.0 13 rOdZ'fl]OW, w t}rm 22 .ga'tunkl grzybow
plesniowych i 5 gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych.
Paecilomyces spp. 7,40 .- .. ./
Najliczniej reprezentowane byly grzyby z rodzajow
Penicillium corylophilum 807 Aspergillus (5 gatunkdéw), Penicillium (5 gatunkow) i Al-
Penicillium funiculosum 8,74 ternaria (3 gatunki). Z probek powietrza z elektrocie-
Tlo zewnetrzne /  Alternaria spp. 19,93 plowni wyizolowano tacznie 20 gatunkéw grzybow na-
Backeround . iy A .
/ Backgroun Acremonium spp. 703 lezacych do 13 rodzajow, w tym 15 gatunkow grzybow
, , plesniowych i 5 gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych.
Aspergillus fumigatus 2,81 .1: . . Lo
Najliczniej reprezentowane bylty tu plesnie z ro-
Candida spp- 0,59 dzajow Penicillium (4 gatunki), Aspergillus (3 gatunki)
Cladosporium cladosporioides 11,72 i Scopulariopsis (3 gatunki). Na badanych stanowi-
Cryptococcus albidus 0,12 skach pracy w oczyszczalni $ciekéw zidentyfikowa-
Fusarium spp. 7.03 no 14 gatunkéw grzybow nalezacych do 11 rodzajow,
m 11 nkdéw grzybow plesni h i nki
Geotrichum spp. 117 w ty ’ gatg : 6w grzybow plesniowych i 3 g,atu
grzybow drozdzopodobnych. W badanych prébkach
Mucor spp. 11,72

dominowaly grzyby z rodzaju Aspergillus (3 gatunki).



276

A. Lawniczek-Walczyk i wsp.

Nr3

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w skia-
dzie jakosciowym aerozolu grzybowego miedzy po-
szczegolnymi stanowiskami tla zewnetrznego bada-
nych obiektéw. W powietrzu zewnetrznym zidentyfi-
kowano facznie 17 gatunkéw grzybow z 14 rodzajow,
w tym 13 gatunkéw grzybow plesniowych i 4 gatunki
grzybow drozdzopodobnych. Najliczniej reprezento-
wane byly tu grzyby z rodzaju Penicillium (3 gatunki).

W niniejszej pracy oceniano réwniez przydatnos¢
techniki PCR w identyfikacji patogenu A. fumigatus.
O wykryciu drobnoustrojow z gatunku A. fumigatus
$wiadczyta obecno$¢ produktu reakcji PCR o wiel-
kosci 200 pz (dla ITS1-ITS2), 350 pz (dla ITS3-1TS4)
i 550 pz (dla ITS1-1TS4). Zastosowanie w reakcji PCR
badanych par primeréw ITS1-ITS2, ITS3-1TS4 i ITSI1-
-ITS4 umozliwilo wykrycie fragmentéw DNA A. fumi-
gatus we wszystkich analizowanych probkach.

Wyniki niniejszej pracy wskazuja na wysoka zgod-
nos¢ identyfikacji izolatéw grzybowych przy uzyciu me-
tody hodowlanej opartej na analizie makro- i mikro-
skopowej oraz metody molekularnej opartej o techni-
ke PCR. Analiza sekwencyjna produktéow reakcji PCR
umozliwila identyfikacje gatunkowa A. fumigatus
wszystkich szczepdw na poziomie 97-99%. Dla 3 szcze-
péw pochodzacych z elektrowni 100% homologii ana-
lizowanych sekwencji potwierdzono m.in. z A. fumiga-
tus szczep ATCC 1022 (American Type Culture Col-
lection, nr akcesyjny 121481.1), A. fumigatus szczep
ATCC 208997 (nr akcesyjny KC689332.1), A. fumigatus
szczep ATCC 10827 (nr akcesyjny KC689312.1).

Analiza parametrow fizycznych powietrza
Wartosci temperatury i wilgotnosci wzglednej powie-
trza zmierzone na badanych stanowiskach pracy oraz

w srodowisku zewnetrznym przedstawiono w tabeli 4.
Najwyzsze wartosci temperatury powietrza i wilgotno-
$ci odnotowano na stanowiskach pomiarowych w fer-
mie drobiu oraz oczyszczalni $ciekéw, jednak zalezno-
$ci te nie byly istotne statystycznie. Nie zaobserwowano
istotnych statystycznie korelacji miedzy stezeniem aero-
zoli grzybowych a badanymi parametrami fizycznymi
powietrza.

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki badan potwierdzaja, ze naraze-
nie zawodowe na aerozol grzybowy jest zjawiskiem po-
wszechnym w wielu sektorach gospodarki narodowe;.
W badanych zakladach pracy wykazano wystepowa-
nie wysokich stezen szkodliwych dla zdrowia czlowie-
ka grzybéw plesniowych. Ich obecno$¢ byta zwigzana
z duzg iloscig materii organicznej pochodzenia roslinne-
go i zwierzecego w tych obiektach, ktéra (w odpowiednich
warunkach wilgotnosciowych i temperaturowych) jest
naturalnym miejscem rozwoju dla gatunkow grzybow.
Uzyskane w niniejszych badaniach wartosci stezenia ae-
rozolu grzybowego byly zblizone do odnotowywanych
przez innych badaczy na stanowiskach pracy zwigzanych
z hodowlg drobiu - 1,2x10°-5,9x10° jtk/m?® [19-21], prze-
mystem drzewnym i przetwarzaniem biomasy - 1,6x10*-
-8,8x10° jtk/m? [22-25] oraz gospodarka wodno-$cieko-
wa - 0-26,7x10° jtk/m? [26,27].

Nalezy zaznaczy¢, ze ocena czystosci mikrobiolo-
gicznej powietrza na stanowiskach pracy jest utrud-
niona ze wzgledu na brak powszechnie akceptowanych
warto$ci dopuszczalnych stezen. W zwiagzku z tym do
oceny higienicznej badanych $rodowisk pracy wyko-
rzystano propozycje wartosci dopuszczalnych stezen

Tabela 4. Temperatura i wilgotno$¢ wzgledna powietrza na badanych stanowiskach pracy i w tle zewnetrznym
Table 4. Air temperature and relative humidity measurements at the studied workplaces and in the background

Temperatura Wilgotno$é
o ) Odezyty Temperature Humidity
Mlejsce' poml.aru Readings [°C] (%]
Sampling point [n] . .
Me zakres Me zakres
range range
Ferma drobiu / Poultry farm 12 26,8 26,0-27,8 63,0 58-66
tlo zewnetrzne / background 12 21,6 20,1-23,1 40,0 38-42
Elektrownia spalajaca biomasg / Power plant utilizing biomass 12 23,6 14,3-24,2 59,0 40-61
tlo zewnetrzne / background 12 22,0 19,5-24-3 41,0 36-44
Oczyszczalnia $ciekow / Sewage plant 12 24,5 21,5-26,2 73,5 60-78
tto zewnetrzne / background 12 24,4 22,7-25,8 43,0 40-46

Me - mediana / median.
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czynnikéw biologicznych opracowane przez Zespot
Ekspertow ds. Czynnikéw Biologicznych Miedzyresor-
towej Komisji ds. Najwyzszych Dopuszczalnych Stezen
i Natezen Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia w Sro-
dowisku Pracy (ZECB) [28].

Proponowane wartosci dopuszczalnych stezen drobno-
ustrojow dla pomieszczen roboczych zanieczyszczonych
pylem organicznym wynoszg dla grzybow 5x10* jtk/m’.
Wsréd zakladéw badanych w niniejszej pracy tylko na
stanowiskach pracy w fermie drobiu stwierdzono prze-
kroczenia wartosci dopuszczalnych stezen grzybow. Za-
nieczyszczenie grzybowe powietrza zewnetrznego wokot
badanych zakladéw pracy oceniono réwniez w oparciu
o dostepne w pismiennictwie propozycje dopuszczal-
nych stezen grzybow dla powietrza atmosferyczne-
go [28]. Biorac pod uwage proponowane zalecenia, ste-
zenia badanych bioaerozoli w srodowisku zewnetrznym
nie przekraczaly wartosci proponowanych dla powietrza
czystego (tj. 5x10° jtk/m?).

W ocenie narazenia na szkodliwe patogeny grzy-
bowe przenoszone droga powietrzno-pylowa bardzo
wazny jest wybor odpowiedniej metody analizy probek
powietrza, ktéra pozwoli na uzyskanie wiarygodnych,
powtarzalnych oraz mozliwie ilo$ciowo i jakosciowo
pelnych wynikéw. W pismiennictwie opisano liczne
metody hodowlane i genetyczne, réznigce sie sita dys-
kryminacji, powtarzalnoscig, stopniem trudnosci, cza-
sochlonnoscia, kosztami oraz sposobem interpretacji
uzyskanych danych [29,30].

Nalezy podkresli¢, ze przeprowadzona w niniejszej
pracy identyfikacja mikroorganizméw grzybowych
metoda hodowlang stanowi nadal ,zloty standard”
w diagnostyce laboratoryjnej zaréwno probek srodowi-
skowych (wymazy, ptyny, gleba, surowce, powietrze),
jak i materialéw klinicznych. Metoda ta jest stosun-
kowo niedroga, ale bardzo czasochtonna (inkubacja
probek moze trwac nawet 21 dni) i wymagajaca duzego
laboratoryjnego dos$wiadczenia wykonujacej ja oso-
by [4,12,17]. Stad tez w ostatnich latach obserwuje sie
m.in. intensywny rozwo6j metod molekularnych, ktére
znaczaco skracajg czas analizy i umozliwiajg rozréz-
nienie szczepéw izolowanych z réznego rodzaju proé-
bek [30,31]. Wybdr metody do rutynowego stosowania
w danym $rodowisku pracy nie jest wiec prosty i czesto
wymaga jednoczesnego zastosowania kilku technik
diagnostycznych.

Niewatpliwie kuszaca alternatywng metoda identyfi-
kacji mikroorganizmoéw grzybowych jest technika PCR
z wykorzystaniem odpowiednich par starteréw. Zazwy-
czaj analizie poddawane sa rejony charakteryzujace sie

wysoka konserwatywnoscig, np. fragmenty genéw kodu-
jacych rybosomalny DNA. W skfad operonu rrn u grzy-
béw wchodzg kolejno ulozone geny 18S rRNA, 5.8S
i 28S rRNA. Migdzy sekwencjami tych gendéw znajduja
sie wewnetrzne regiony niekodujace ITS, ktore wystepu-
ja w duzej liczbie kopii. Analiza sekwencyjna tych po-
limorficznych niekodujacych regionéw jadrowego DNA
jest bardzo czesto wykorzystywana w badaniach filoge-
netycznych grzybow [18,32,33].

W niniejszej pracy do identyfikacji grzybow A. fumi-
gatus izolowanych z prébek powietrza wykorzystano
pary starterow ITS1-ITS2, ITS3-ITS4 i ITS1-1TS4.
Przeprowadzone badania genetyczne potwierdzily wy-
niki otrzymane tradycyjnymi metodami fenotypo-
wymi opartymi na analizie makro- i mikroskopowe;j.
Uzyskane wyniki badan wskazuja takze, ze identyfi-
kacja grzybow przy uzyciu techniki PCR i par prime-
réw ITSI1-ITS2, ITS3-1TS4 i ITS1-1TS4 jest czulym,
szybkim oraz wiarygodnym sposobem identyfikacji
grzybow zanieczyszczajacych srodowisko pracy.

W niniejszej pracy ocene zagrozenia zdrowia pra-
cownikéw ze strony mikroorganizméw grzybowych
obecnych w powietrzu na badanych stanowiskach pra-
cy przeprowadzono z uwzglednieniem Rozporzadzenia
Ministra Zdrowia z dnia 22 kwietnia 2005 r. w spra-
wie szkodliwych czynnikéw biologicznych dla zdrowia
w Srodowisku pracy oraz ochrony zdrowia pracowni-
kéw zawodowo narazonych na te czynniki [34].

Stwierdzono, ze wérdd izolowanych mikroorgani-
zmoéw wystepowaly w wiekszosci organizmy saprotro-
ficzne zaliczane do grupy 1. zagrozenia. W powietrzu
badanych zakladéw pracy zauwazono obecnos¢ 1 ga-
tunku grzyba plesniowego (A. fumigatus) zakwalifiko-
wanego do grupy 2. zagrozenia. Mikroorganizmy z tej
grupy zagrozenia moga wywotywac u ludzi choroby
i by¢ niebezpieczne dla pracownikéw, ale zazwyczaj ist-
nieja skuteczne w stosunku do nich metody profilakty-
ki lub leczenia. We wszystkich badanych przypadkach
stezenie tego grzyba nie przekroczylo wartosci dopusz-
czalnych zalecanych dla powietrza pomieszczen robo-
czych zanieczyszczonych pylem organicznym. Nalezy
jednak wyraznie zaznaczy¢, ze osoby uczulone na aler-
geny grzybow plesniowych (bez wzgledu na stezenie
tych mikroorganizméw w powietrzu) i osoby z obni-
zong odpornoscig moga odczuwaé niekorzystne skut-
ki zdrowotne zwiazane z inhalacyjnym narazeniem
na grzyby plesniowe, ktére w skrajnych przypadkach
moga doprowadzi¢ do rozwoju groznych choréb [8].

W badanych srodowiskach pracy dominowaty réow-
niez inne grzyby plesniowe z rodzajow Aspergillus,
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Alternaria i Penicillium. S to drobnoustroje powszech-
nie wystepujace w srodowisku (w glebie, na rozktadaja-
cych sie surowcach pochodzenia roslinnego). Analizujac
wystepowanie grzybéw w pomieszczeniach zamknie-
tych, nalezy pamietac, ze ich spory moga zachowywa¢
zdolno$¢ przezycia na nieczyszczonych powierzchniach
roboczych nawet przez kilkadziesiat lat [13,17]. Ekspo-
zycja na fragmenty $cian komorkowych grzybow za-
wierajacych m.in. (1-3)-B-D-glukany i metabolity (mi-
kotoksyny, lotne zwiazki organiczne) grzybéw moze
powodowa¢ podraznienia blon sluzowych, prowadzi¢
do rozwoju chordb alergicznych, alergicznego zapalenia
pecherzykéw plucnych i wielu innych dolegliwosci ze
strony uktadu oddechowego [8,10,16,17].

W badanych prébkach powietrza wykazano réw-
niez obecno$¢ grzybéw drozdzopodobnych z rodzajow
Candida, Cryptococcus i Geotrichum. Sa to drobno-
ustroje powszechnie wystepujace w srodowisku, ktdre
moga takze zasiedla¢ skore czlowieka. U 0séb z obni-
zong odpornoscia moga powodowaé kandydoze oraz
podraznienie i zapalenie drég oddechowych [10].

Rozprzestrzenianie si¢ na stanowiskach pracy szko-
dliwych czynnikéw biologicznych nalezy ograniczac,
wykorzystujac rézne typy srodkéw ochronnych i pro-
filaktycznych. Do najwazniejszych z nich zalicza sie
m.in. systemy wentylacji mechanicznej ogoélnej i miej-
scowej (wyposazonej w odpowiednie filtry powietrza).
Srodki ochrony indywidualnej powinny by¢ stosowa-
ne jedynie wtedy, gdy nie mozna unikna¢ zagrozenia
lub - jak w badanych przypadkach - nie mozna ich do-
statecznie ograniczy¢ za pomocg innych $rodkéw. Ze
wzgledu na uzyskane wyniki analiz mikrobiologicz-
nych na badanych stanowiskach pracy zaleca si¢ stoso-
wanie do ochrony ukiadu oddechowego pracownikéw
jednorazowego sprzetu filtrujacego klasy ochronnej P2
(zatrzymujacego czastki bioaerozolu, ktérych wielkos¢
zawiera si¢ w przedziale > 0,5 pm, < 1 um i ktére zali-
czane s3 do 1. lub 2. grupy zagrozenia) w postaci pot-
masek filtrujacych FFP2. Charakter wykonywanych
czynnosci sprawia, ze wybrana ostona uktadu odde-
chowego powinna umozliwi¢ réwnoczesne stosowanie
ochrony oczu, stuchu i glowy.

WNIOSKI

Stezenia bioaerozoli zmierzone na stanowiskach pra-
cy w fermach drobiu przekraczaly proponowane przez
Zespol Ekspertow ds. Czynnikéw Biologicznych war-
tosci dopuszczalne dla grzybow. W przypadku pozo-
statych $rodowisk pracy nie odnotowano przekroczen

wartosci dopuszczalnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze
przeprowadzona analiza jakosciowa wykazata, ze na
stanowiskach pracy w elektrowni i oczyszczalni $cie-
kéw dominujacym gatunkiem w stosunku do calosci
izolowanej mykobioty byt A. fumigatus. Poniewaz wdy-
chanie ich zarodnikéw moze prowadzi¢ do wystapienia
u pracownikow wielu groznych choréb, konieczne jest
stosowanie przez nich odpowiednich srodkéw ochrony
indywidualnej.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazu-
ja takze na wysoka zgodnos¢ identyfikacji patogenow
grzybowych przy uzyciu metody tradycyjnej (hodow-
lanej) i metody genetycznej opartej o technike PCR.
W niniejszych badaniach potwierdzono przydatnos¢ par
starterow ITS1-1TS2, ITS3-1TS4 i ITS1-ITS4 w identy-
fikacji patogenu A. fumigatus izolowanego z prébek po-
wietrza. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze identyfi-
kacja patogenow grzybowych przy uzyciu techniki PCR
jest czulym i wiarygodnym sposobem detekcji grzybow
zanieczyszczajacych stanowiska pracy.

PISMIENNICTWO

1. Webster J., Weber R.: Introduction to fungi. Wyd. 3.
Cambridge University Press, New York 2007, https://doi.
org/10.1017/CB09780511809026

2. Richardson M., Lass-Flérl C.: Changing epidemiology of
systemic fungal infections. Clin. Microbiol. Infect. 2008;
14:5-24, https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2008.01978 .x

3. Enoch D.A,, Yang H., Aliyu S.H., Micallef C.: The changing
epidemiology of invasive fungal infections. Methods Mol.
Biol. 2017;1508:17-65, https://doi.org/10.1007/978-1-4939-
6515-1_2

4. Sulik-Tyszka B., Wréblewska M.: Przeglad metod laborato-
ryjnych stosowanych w diagnostyce inwazyjnych zakazen
grzybiczych. Diagn. Lab. 2015;51(2):147-152

5. Tekaia F., Latge J.-P.: Aspergillus fumigatus: Saprophyte
or pathogen? Curr. Opin. Microbiol. 2005;8(4):385-392,
https://doi.org/10.1016/j.mib.2005.06.017

6. Croft C.A., Culibrk L., Moore M.M., Tebbutt S.J.: Interac-
tions of Aspergillus fumigatus conidia with airway epithe-
lial cells: A critical review. Front. Microbiol. 2016;7:472,
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00472

7. Dutkiewicz J., Prazmo Z.: Biologiczne czynniki zagro-
zenia zawodowego w przemysle drzewnym. Zdr. Publ.
2008;118(2):138-144

8. Dutkiewicz J., Spiewak R., Jabloniski L., Szymanska J.: Bio-
logiczne czynniki zagrozenia zawodowego. Klasyfikacja,
narazone grupy zawodowe, pomiary, profilaktyka. Instytut
Medycyny Wsi, Lublin 2007


https://doi.org/10.1017/CBO9780511809026
https://doi.org/10.1017/CBO9780511809026
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2008.01978.x
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6515-1_2
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6515-1_2
https://doi.org/10.1016/j.mib.2005.06.017
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00472

Nr 3

Narazenie na aerozol grzybowy w §rodowisku pracy

279

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

. Hohl T.M., Feldmesser M.: Aspergillus fumigatus: Principles

of pathogenesis and host defense. Eukaryot. Cell 2007;
6(11):1953-1963, https://doi.org/10.1128/EC.00274-07
Krzysciak P., Skéra M., Macura A.B.: Atlas grzybow cho-
robotworczych czlowieka. MedPharm, Wroctaw 2011
Lowes D., Al-Shair K., Newton P.J., Morris J., Harris C.,
Rautemaa-Richardson R. i wsp.: Predictors of mortality in
chronic pulmonary aspergillosis. Eur. Respir. J. 2017;49(2):
1601062, https://doi.org/10.1183/13993003.01062-2016
Reponen T., Willeke K., Ulevicius V., Reponen A., Grinsh-
pun S.A.: Effect of relative humidity on the aerodynam-
ic diameter and respiratory deposition of fungal spores.
Atmos. Environ. 1996;30(23):3967-3974, https://doi.org/
10.1016/1352-2310(96)00128-8

Kwon-Chung K.J., Sugui J.A.: Aspergillus fumigatus -
What makes the species a ubiquitous human fungal
pathogen? PLoS Pathog. 2013;9(12):e1003743, https://doi.
org/10.1371/journal.ppat.1003743

Wasylnka J.A., Simmer M.I., Moore M.M.: Differences
in sialic acid density in pathogenic and non-pathogenic
Aspergillus species. Microbiologia 2001;147(4):869-877,
https://doi.org/10.1099/00221287-147-4-869

Klich M.A.: Identification of common Aspergillus species.
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht 2002
Pitt J.I: A laboratory guide to common Penicillium spe-
cies. Food Science Australia, North Ryde 2000

Samson R.A., Hoekstra E.S., Frisvad J.C.: Introduction to
food- and airborne fungi. Wyd. 7. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Utrecht 2004

Kumar M., Shukla P.K.: Use of PCR targeting of internal
transcribed spacer regions and single-stranded confor-
mation polymorphism analysis of sequence variation in
different regions of rRNA genes in fungi for rapid diag-
nosis of mycotic keratitis. J. Clin. Microbiol. 2005;43(2):
662-668, https://doi.org/10.1128/JCM.43.2.662-668.2005
Gros RV, Nichita I, Seres M., Ilie M.S., Marcu A., Cucer-
zan A. i wsp.: Study of the fungi dynamics in a poultry
house with permanent litter. Lucréri Stiin. Med. Vet. 2015;
XLVIII(2):257-262

Sowiak M., Brédka K., Kozajda A., Buczynska A., Szad-
kowska-Staniczyk I.: Fungal aerosol in the process of poul-
try breeding-quantitative and qualitative analysis. Med.
Pr. 2012;63(1):1-10

Ostovié¢ M., Men¢ik S., Ravi¢ I, Zuzul S., Pavi¢i¢ Z., Mat-
kovi¢ K. i wsp.: Relation between microclimate and air
quality in the extensively reared turkey house. Mac. Vet.
Rev. 2017;40(1):83-90, https://doi.org/10.1515/macvetrev-
2017-0015

Klari¢ M.S., Varnai V.M., Calusi¢ A.L., Macan J.: Occu-
pational exposure to airborne fungi in two Croatian saw-

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

mills and atopy in exposed workers. Ann. Agric. Environ.
Med. 2012;19(2):213-219

Madsen A.M.: Exposure to airborne microbial compo-
nents in autumn and spring during work at Danish bio-
tuel plants. Ann. Occup. Hyg. 2006;50(8):821-831, https://
doi.org/10.1093/annhyg/mel052

Rohr A.C., Campleman S.L., Long C.M., Peterson M.K.,
Weatherstone S., Quick W. i wsp.: Potential occupa-
tional exposures and health risks associated with bio-
mass-based power generation. Int. J. Environ. Res. Pub-
lic. Health 2015;12(7):8542-8605, https://doi.org/10.3390/
ijerph120708542

Skéra J., Matusiak K., Wojewodzki P., Nowak A., Sulyok M.,
Ligocka A. i wsp.: Evaluation of microbiological and chem-
ical contaminants in poultry farms. Int. J. Environ. Res.
Public Health 2016;13(2):192, https://doi.org/10.3390/ij-
erph13020192

Cyprowski M., Szarapinska-Kwaszewska J., Dudkiewicz B.,
Krajewski J.A., Szadkowska-Staniczyk I.: Ocena narazenia
pracownikow oczyszczalni $ciekéw na czynniki szkodliwe
wystepujace w miejscu pracy. Med. Pr. 2005;56(3):213-222
Prazmo Z., Krysinska-Traczyk E., Skérska C., Sitkow-
ska J., Cholewa G., Dutkiewicz J.: Exposure to bioaerosols
in a municipal sewage treatment plant. Ann. Agric. Envi-
ron. Med. 2005;10(2):241-428

Augustynska D., Posniak M.: Miedzyresortowa Komi-
sja ds. Najwyzszych Dopuszczalnych Stezen i Natezen
Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia w Srodowisku Pra-
cy - Czynniki szkodliwe w §rodowisku pracy — Wartosci
dopuszczalne. Centralny Instytut Ochrony Pracy - Pan-
stwowy Instytut Badawczy, Warszawa 2014

Rastogi G., Sani R.K.: Molecular techniques to assess mi-
crobial community structure, function, and dynamics in
the environment. W: Ahmad I., Ahmad F,, Pichtel J. [red.].
Microbes and Microbial Technology: Agricultural and
environmental applications. Springer, New York 2011,
ss. 29-57

Wolska K., Szweda P.. Genotyping techniques for de-
termining the diversity of microorganisms. W: Calis-
kan M. [red.]. Genetic diversity in microorganisms. In-
Tech, Rijeka 2012, ss. 53-94, https://doi.org/10.5772/2641
Wang H., Zhang L., Kudinha T, Kong F., Ma X.J., Chu Y.-Z.
i wsp.: Investigation of an unrecognized large-scale out-
break of Candida parapsilosis sensu stricto fungaemia in
a tertiary-care hospital in China. Sci. Rep. 2016;6:27099,
https://doi.org/10.1038/srep27099

Zarrin M., Erfaninejad M.: Molecular variation anal-
ysis of Aspergillus flavus using polymerase chain reac-
tion-restriction fragment length polymorphism of the
internal transcribed spacer rDNA region. Exp. Ther.


https://doi.org/10.1128/EC.00274-07
https://doi.org/10.1183/13993003.01062-2016
https://doi.org/10.1016/1352-2310(96)00128-8
https://doi.org/10.1016/1352-2310(96)00128-8
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003743
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003743
https://doi.org/10.1099/00221287-147-4-869
https://doi.org/10.1128/JCM.43.2.662-668.2005
https://doi.org/10.1515/macvetrev-2017-0015
https://doi.org/10.1515/macvetrev-2017-0015
https://doi.org/10.1093/annhyg/mel052
https://doi.org/10.1093/annhyg/mel052
https://doi.org/10.3390/ijerph120708542
https://doi.org/10.3390/ijerph120708542
https://doi.org/10.3390/ijerph13020192
https://doi.org/10.3390/ijerph13020192
https://doi.org/10.5772/2641
https://doi.org/10.1038/srep27099

280 A. Lawniczek-Walczyk i wsp. Nr 3

Med. 2016;12(3):1628-1632, https://doi.org/10.3892/etm.  34.Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 22 kwiet-

2016.3479 nia 2005 r. w sprawie szkodliwych czynnikéw biologicz-

33. Badotti F., de Oliveira F.S., Garcia C.F,, Vaz A.B., Fon- nych dla zdrowia w $rodowisku pracy oraz ochrony zdro-
seca P.L., Nahum L.A. i wsp.: Effectiveness of ITS and wia pracownikéw zawodowo narazonych na te czynniki.
sub-regions as DNA barcode markers for the identifica- DzU z 2005 r. nr 81, poz. 716 z pdzn. zm.

tion of Basidiomycota (Fungi). BMC Microbiol. 2017;17:
42, https://doi.org/10.1186/s12866-017-0958-x

Ten utwor jest dostepny w modelu open access na licencji Creative Commons Uznanie autorstwa — Uzycie niekomercyjne 3.0 Polska / This work is avail-
able in Open Access model and licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 3.0 Poland License - http://creativecommons.org/
licenses/by-nc/3.0/pl.

Wydawca / Publisher: Instytut Medycyny Pracy im. prof. J. Nofera, £6dz


https://doi.org/10.3892/etm.2016.3479
https://doi.org/10.3892/etm.2016.3479
https://doi.org/10.1186/s12866-017-0958-x
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/pl
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/pl

